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ABSTRACT- 

The invention relates to a therapeutic composition (especially for bone lesions with cavity formation and parodontics) 
containing a growth-stimulating material and a solid carrier, to such a material and to a process for the preparation 
thereof. 

CLM - 

1. A composition which comprises: I an active ingredient prepared by (a) cooling in liquid nitrogen fat-free bone 
material of metacarpalia from pigs; (b) comminuting the bone material at the temperature of liquid nitrogen, to bone 
meal of a particle size in the range from 0.5 to 2 mm; (c) demineralizing the bone particles in an aqueous solution; 
and separating from the resulting solution, the active ingredient having the following features: (a) the active ingredient 
causes a dose-dependent growth stimulation of fibroblasts, osteoblast precursor cells and chondrocytes and 
embryonic tissue of chickens in monolayer cell cultures; (b) the active ingredient causes a dose-dependent growth of 
embryonic tubular bones of chickens in organ culture in vitro, due to a proliferation of chondrocytes in the growth 
zone; (c) the active ingredient does not cause any increased incorporation of @3 H-thymidine into DNA of calvaria 
cells in the microtitre plate test system; (d) the feature (a) or (b) above are retained for at least 15 minutes at a 
temperature of from 55 DEG to 75 DEG C; (e) the features (a) or (b) above are retained for at least 20 minutes at a 
pH of approximately 3 and of approximately 10; (f) the active ingredient can be eluted on a gel filtration column under 
high salt conditions in a molecular weight range of 24.+-.8 kD; (g) the active ingredient runs through a copper 
sulphate-chelate column without being adsorbed, it being possible for the specific activity to be concentrated by a 
factor of from 5 to 20; (h) the active ingredient can be bound to a reversed phase column in high pressure liquid 
chromatography and eluted with an acetonitrile/water mixture having an acetonitrile content in the range of from 10 to 
45% calculated by volume; (i) 100 to 200 pg of the active ingredient forms more than 5 mm@3 bone mass growth; 
and (ii) the active ingredient can be dialysed against 25 mM phosphate buffer; and II a solid carrier to bind the active 
ingredient to the site of application. 

2. A composition according to claim 1 wherein the carrier is a partially to fully absorbable carrier. 

3. A composition according to claim 1 having a ratio of active ingredient materiaksolid carrier of 1 :1000 to 1:200,000 
(volume:weight). 

4. A process for obtaining the active ingredient according to claim 1 , which comprises; cooling in liquid nitrogen fat- 
free bone material of metacarpalia from pigs; comminuting the bone material to bone meal of a particle size in the 
range of from 0.5 to 2 mm at the temperature of liquid nitrogen; demineralizing the bone meal particles with an 
aqueous solution; dialysing the resulting aqueous suspension to extract the active ingredient; acidifying the 
supernatent to an acid pH; heating the acidified supernatent to a temperature sufficient to precipitate protein; and 
centrifuging off insoluble components. 

5. The process according to claim 4, wherein, the aqueous supernatant obtained after centrifugation is applied to a 
chromatography column of hydroxyapatite and eluted with guanidinium hydrochloride. 

6. The composition of claim 1 wherein the solid carrier is selected from the group consisting of hydroxyapatite, 
tricalcium phosphate, and collagen. 

7. The composition of claim 1 wherein separation of the active ingredient comprises dialysis, acidification of the 
dialysis supernatent, heating of the supernatent and centrifugation to remove insolubles. 

8. The composition of claim 7 wherein the separated active ingredient is applied to a hydroxyapatite column and 
eluted with guanidinium hydrochloride. 

9. The composition of claim 8 wherein the eluate is applied to a gel filtration column and eluted under high salt 
conditions in a molecular weight range of approximately 24.+-.8 kD. 

10. A composition useful as a mitogenic factor, which is prepared by; (a) cooling in liquid nitrogen fat-free bone 
material of metacrapalia from pigs; (b) comminuting the bone material at the temperature of liquid nitrogen, to bone 
meal of a particle size in the range from 0.5 to 2 mm; (c) demineralizing the bone particles in an aqueous solution; (d) 
dialyzing the aqueous solution against a 10 percent (weight/volume) solution of N,N,N\N\-ethylenediaminetetraacetic 
acid; (e) heating the supernatent at a temperature of 75 DEG C. for 15 minutes to precipitate protein; and (f) 
acidifying the solution to a pH of 3.0; and (g) centrifuging to remove precipitated protein; said composition having the 
following features: (a) a dose-dependent growth stimulation of fibroblasts, osteoblast precursor cells and 
chondrocytes and embryonic tissue of chickens in monolayer cell cultures; (b) a dose-dependent growth of embryonic 
tubular bones of chickens in organ culture in vitro, due to a proliferation of chondrocytes in the growth zone; (c) do not 
cause any increased incorporation of @3 H-thymidine into DNA of calvaria cells in the microtitre plate test system; (d) 



the feature (a) and (b) above are retained for at least 15 minutes at a temperature of from 55 DEG to 75 DEG C; (e) 
the features (a) or (b) above are retained for at least 20 minutes as a pH of approximately 3 and of approximately 10; 
(f) the composition can be eluted on a gel filtration column under high salt conditions in a molecular weight range of 
24. +-.8 kD; (g) the composition run through a copper (11) sulphate-chelate column without being adsorbed, it being 
possible for the specific activity to be concentrated by a factor of from 5 to 20; (h) the composition can be bound to a 
reversed phase column in high pressure liquid chromatography and eluted with an acetonitrile/water mixture having 
an acetonitrile content in the range of from 10 to 45%; (i) 100 to 200 .mu.g of the active ingredient forms more than 5 
mm@3 bone mass growth; and 0) the active ingredient can be dialysed against 25 mM phosphate buffer; and II a 
solid carrier to bind the active ingredient to the site of application. 

1 1 . The composition of claim 10 wherein after centrifuging, the supernatent is applied to a chromatography column of 
hydroxyapatite and eluted with guanidinium hydrochloride and the eluate is applied to a gel filtration column and 
eluted with 4M guanidinium hydrochloride in a molecular weight range of approximately 24.+-.8 kD. 
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Beschrefbung 

Die entztindlichen Erkrankungen des Zahnhaiteapparates (Paradontitis, oft auch "Paradontose" genannt) 
gehoren nach Feststellung der WHO zu den am weitesten verbreiteten chronischen Erkrankungen. Durch 

5 den dabei auftretenden Abbau des Kieferknochens (vor allem in Form von tiefen Knochentaschen) ist die 
ISngerfristige Erhaltung der Z&hne gefShrdet. 

Durch frUher propagierte, eher radikale Methoden mit Rekonturierung des Knochens und des Weichge- 
webes wurde zwar ein gut kontrollierbares Ergebnis erreicht, aber gleichzeitig auch auf die paradontaie 
Regeneration verzichtet und mitunter sogar der Verlust gesunder parodontaler Anteile verursacht; vgi. 

w Schluger 1949 und Ochsenbein 1958. 

Ziel der modernen Parodontal-Therapie ist die Regeneration der parodontalen Gewebe durch SMube- 
rung der Zahnwurzeln von mikrobiellen BelSgen (Konkrementen) und Entfernung des entzGndtich veramder- 
ten Gewebes aus den Knochentaschen. HierfGr sind zahlreiche Behandlungsmethoden der paradontalen 
Defekte entwickelt worden; vgi. u.a. Prichard 1975, Rosling et al. 1976, Poison et al. 1978, Ramfjord & Ash 

75 1979 und Rateitschak et al. 1984 Sowohi nach alleiniger SSuberung des knochemen Defekts ais auch nach 
Implantation verschiedener Materiaiien in die Knochentasche soli eine gewisse parodontal Regeneration 
eintreten; Rosenberg 1971, Schallhorn et al. 1972, Altiere et al. 1979 und Pearlman 1983. Ais Implantations- 
material wird heute vorzugsweise Hydroxylapatit benutzt, der nach klinischen Untersuchungen im Vergleich 
mit der bloi3en Wurzel- und Defektsauberung eine gro/tere Aufftillung des Defekts zu bewirken scheint; 

20 Rabalais et al. 1981, Meffert et al. 1985 und Yukna et al. 1986. 

In alien genannten Fallen besteht jedoch ein grundlegendes Problem. Vom oralen Epithet her biiden 
aussprossende Tochterzelien entiang der Wurzeloberfiache ein neues Epithel (Listgaren 1976), das moi- 
stens die gesamte behandelte Wurzeloberfiache Uberzieht und spater sogar apikal des regenerierten 
Knochens liegen kann; Caton & Nyman 1980, Stahl 1983 und Magnusson et al. 1983. Dieses Epithel kann 

25 eine neue Entzundung in der Tiefe des behandeiten Knochendefekts begQnstigen; Gara et a!. 1981. Die 
grundsatzliche Problematik liegt jedoch darin, dafl das Epitheltiefenwachstum schneller ablauft ais die 
knocherne und desmodontale Regeneration. 

Urn dieses Epitheltiefenwachstum zu verhindern, wurde nach neueren Arbeiten der Knochendefekt 
beispielsweise mit Miilipore filter abgedeckt, bevor der Mucoperiostlappsn reponiert wurde; Nyman et al. 

30 1982, Gottlow et al. 1986 und Magnusson et al. 1985. Dadurch soil die parodontal Regeneration ohne 
Storung durch das Epitheltiefenwachstum ermSglicht werden. Dieses Verfahren scheint jedoch sehr 
kompliziert zu sein, wobei die Prognose durch eine hohe Quote von Fehlermoglichkeiten ungewifi ist; 
Magnusson etal. 1985. 

WachstumsfQrdernde Aktivitaten aus Knochenmaterial sind von mehreren Arbeitsgruppen beschrieben 
35 worden 1,2 . 

Die Arbeitsgruppe Baylink et al. isolierte aus humanem Material einen Wuchsstoff mit hohem Molekular- 
gewicht von 83 kD (hSGF - human Sceletal Growth Factor), der das Wachstum von Osteoblast-Shnlichen 
Zellen aus HQhnerembryonen mit hohem Gehalt an alkalischer Phosphatase forderte 3, 4 .GIeichzeitig wurde 
das Trockengewicht von embryonalen HQhnerknochen in Organkultur nach Zugabe von hSGF gegenilber 
40 unbehandelten Kontrollkulturen gesteigert. In einer spateren Publikation wurden die Zielzeilen, die positiv 
auf diesen Wuchsstoff bzw. humanen Faktor reagieren, umfassender beschrieben. Neben den bereits 
erwahnten Osteoblast-Shnlichen Zellen wurden auch Haut- und Knorpelzelien vom embryonalen Huhn, 
humane Knochen- und Hautzellen, humane Osteosarcom-Zellen und Balb/3T3-Zellen ais positiv stimulierbar 
bezeichnet 5 . 

45 Femer wurde die Isolierung eines Wuchsstoffs (bSGF = bovine Skeletal Growth Factor) aus Knochen- 
material des Rindes mit einem Molekulargewicht nach Reduktion mit 0-Mercaptoethanol mit einem Moieku- 
largewicht im Bereich von 11 bis 12 kD beschrieben 7 . Die Arbeitsgruppe von Urist et al. isolierte aus 
Rinderknochen ein Protein mit einem Molekulargewicht von 18,5 ± 0,5 kD, das die Bildung von Knochen in 
lebenden Tieren induziert. Dieser Wuchsstoff (bBMP = bovine Bone Morphogenetic Protein) wurde in 
so Muskelmaterial lebender MSuse appliziert 8 und induzierte dort Knochenneubildung; ferner wurden Knochen- 
defekte an SchMdelknochen von Hunden nach Applikation von bBMP behandelt. 

Ein Shnlicher Wuchsstoff (hBMP = human Bone Morphogenetic Protein) mit einem Molekulargewicht 
von 17,5 kD wurde von der gleichen Arbeitsgruppe aus humanem Knochenmaterial isoliert 9 . 

Die Arbeitsgruppe von Seyedin et al. 11 isolierte zwei Proteine aus Rinderknochen, die die Bildung von 
55 Knorpelzelien aus Zellen mesodermalen Ursprungs in vitro induzierten (CIF-A und CIF-B = Cartilage 
Inducing Factor A und B). Das Molekularg wicht von CIF-A und CIF-B wurde mit jeweils 26 kD unter nicht- 
reduzierenden Bedingungen angegeben. 

Ferner wurde die Isolierung eines Wuchsstoffes der Ratte (rSGF = rat Sceletal Growth Factor) aus 



2 



EP 0 271 668 B1 



Knochenmaterial der Ratte mit einem Molekularg wicht von 6 bis 17,5 kD beschrieben. Die Arbeitsgruppe 
von Canalis et al. isollerte zwei Proteine aus dem Kulturmedium von foetalen RattenschMdelknochen in 
vitro 10 , die das Wachstum von Zellen mesodermalen Ursprungs in Organkuitur anregten (BDGF-1 und 
BDGF-2). Die Molekulargewichte dieser Proteine aus dem Kulturmedium wurden mit 10 kD fUr BDGF-1 und 
5 25 bis 30 kD fUr BDGF-2 angegeben. Nur BDGF-2 besafl eine mitogene Wirkung. 

Wachstumsstimulierung von Zellen 

Der von Baylink et al. isoiierte Faktor aus humanem Gewebe (hSGF) bewirkt in erster Linie eine 
10 Wachstumsstimulierung von Calvaria-Zellen. die einen hohen Gehalt an alkalischer Phosphatase aufweisen * 

4 

Die Wirkungen von bBMP sind nicht in Monolayerkulturen getestet worden 8 ' 9 . CIF-A und CIF-B 
bewirken eine Wachstumssteigerung von Chondrozyten, jedoch ist diese Wachstumssteigerung nicht in 
Monolayerkulturen getestet worden 1 1 . 
15 FUr BDGF-2 sind die Zielzellen nicht nether bezeichnet worden • . 

Wachstumsstimulierung von Knochen 

hSGF bewirkt eine Zunahme des Trockengewichts von embryonalen Rfihrenknochen in Organkuitur 3 * 4 , 
20 jedoch ist fUr hSGF nicht nachgewiesen worden, welche Zellarten an welchen Teilen dieser OrgankuKuren 
im Wachstum gefordert werden. 

FUr bBMP, CIF-A, CIF-B und BDGF-2 wurden keine Ergebnisse verSffenthcht, die Organkuituren 

embryonaler RShrenknochen in vitro betreffen. 
25 Temperaturstabilitat der Wachstumsstimulierung 

hSGF wird als stabil in einem Temperaturbereich von 55 bis 75 *C beschrieben 3 , wobei i diese 
Untersuchungen, die diese Eigenschaft betreffen, an Osteoblast-ahnlichen Zellen durchgefuhrt wurden 3 . 
FUr bBMP liegen in bezug auf diese Eigenschaft keine Daten vor. CIF-A und CIF-B sind dagegen bei 
30 100 ° C 3 min lang stabil 11 . 

FUr BDGF-2 wird Hitzestabiiitat angegeben 5 , jedoch liegen keine Werte vor. 

pH-Stabilltat 

hSGF ist stabil im Bereich von pH 2,5 bis 10, jedoch wurden keine Zielzellen angegeben, auf denen 
diese Eigenschaften getestet wurden 3 . 

FUr bBMP und CIF-A und CIF-B liegen keine ver5ffentlichten Untersuchungen Uber Saurestabilitat vor. 
BDGF-2 ist saurestabii 5 , ohne daB Angaben Uber den pH-Bereich und die Zielzellen bekanntgeworden 
sind. 

Molekulargewichtsbereich 

hSGF scheint in zwei Formen vorzuliegen. In 25 mM Phosphat-Puffer (pH 7,2) existiert eine hochmole- 
kulare Form von hSGF 3, 4 . DemgegenUber wird fUr bSGF nach Behandlung mit 4 M Guanidiniunv 
45 Hydrochlorid, Umkehrphasen-Hochleistungs-RUssig-Chromatographie (Reversed Phase HPLC) und Reduk- 
tion ein Molekulargewicht von 11 bis 12 kD angegeben'. FUr die Verwendung von Gelfiltrationssdulen mit 4 
M Guanidinium-Hydrochlorid als FlieSmittel liegen fUr hSGF und bSGF keine Angaben vor. 

CIF-A und CIF-B haben nach Gelelektrophorese ein apparentes Molekulargewicht von jeweils 26 kD . 
Ober das Molekulargewicht von BDGF-2 bei der Verwendung von Gelfiltrationssdulen mit 4 M 
so Guanidinium-Hydrochlorid als Fiieflmittel liegen gleichfalls keine Angaben vor. 

Verhalten an Kupfer-U-sulfat-Chelat-saulen 

Ober das Verhalten von hSGF, bSGF, bBMP, CIF-A, CIF-B und BDGF-2 li gen keine Angaben Uber ihr 
55 Verhalten an Kupfer-II-Sulfat-Chelat-SSulen vor. 

Verhalten an Umkehrphase-Saulen 
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bSGF laBt sich an Umkehrphase-SSulen (Reversed Phase HPLC) binden, kann jedoch mit einem 
Acetonitril-Gradienten wieder eluiert werden 7 ; Angaben Clber den Konzentrationsbereich fehlen. Auch bBMP, 
CIF-A und CIF-B lassen sich an einer Umkehrphase-SMuIe binden und mit einem Acetonitril-Gradienten 
eluieren 8,11 . 

Uber das Bindungsvermogen von BDGF-2 an Umkehrphase-Saulen liegen keine Angaben vor. 
Gewlnnung 

Fur die erwahnten Wuchsstoffe des Standes der Technik wurden verschiedene Bctraktionsverfahren 
beschrieben. 

Zur Isolation von hSGF verwendete man als Knochenmaterial Enden von humanen Femorae 3 . Es wurde 
mit EDTA (10 %) demineralisierend extrahiert. Die Art und Weise der Zerklelnerung des Knochenmaterials 
wurde nicht publiziert. 

FOr bSGF wird erwahnt, da0 ein EDTA-Extrakt aus nicht nSher bezeichneten Rinderknochen gewonnen 
wurde 7 . Ober die Art und Weise der Zerkleinerung des Knochenmaterials gibt es keine Angaben. bBMP 
wurde aus R5hrenknochen gewonnen. Die in fltlssigem Stickstoff gekUhtten Knochen wurden in einer 
Whiley-MOhte zu Mehl vermahlen, entfettet und gewaschen. Danach wurde mit 0,6 M HCI demineralisiert 8 . 
CIF-A und CIF-B wurden aus metatarsalen Rinderknochen gewonnen. Die Knochen wurden in einer durch 
flQssigen Stickstoff gekQhiten MOhle pulverisiert. Die Demineralisierung erfolgte in diesem Fall mit 0,5 M 
HCI. Extrahiert wurde mit 4 M Guanidinium-Hydrochlorid/1 0 mM EDTA 11 . BDGF-2 mu/i nicht extrahiert 
werden, da dieser Faktor von embryonalem Gewebe in das umgebende Kulturmedium abgegeben wird 10 . 

rSGF wurde aus nicht naher bezeichneten Rohrenknochen der Ratte mit einer Mischung aus 4 M 
Guanidinium-Hydrochlorid/EDTA (10 %) extrahiert 6 . 

Anreicherung 

FOr hSGF sind keine Daten zur Bindung an Hydroxylapatit in der Literatur erw^hnt. 

FUr CIF-A, CIF-B und BDGF-2 gibt es keine Literaturangaben zur Bindung an Hydroxylapatit. bBMP 
bindet an Hydroxylapatit, ist jedoch weder in Organkultur noch an Monolayer-Kulturen getestet worden. 
bSGF kann durch Bindung an Hydroxylapatit angereichert werden. Das beschriebene Verfahren besteht aus 
zwei Stufen: 

1) Bindung an Hydroxylapatit, Elution mit Phosphat-Puffer; 

2) Bindung an Hydroxylapatit, Elution mit Phosphat-Puffer in Gegenwart von 4 M Guanidinium-Hydro- 
chlorid. 

FOr die mitogene Gesamtaktivitat nach diesen beiden Stufen wird ein Anreicherungsfaktor von etwa 14 
bei einer Gesamtausbeute an mitogener Aktivitat angegeben, die sich aus den Uteraturdaten nicht eindeutig 
berechnen laflt 7 . 

rSGF bindet an Hydroxylapatit, jedoch sind keine genauen Bedingungen angegeben worden 6 . 

EP-A-148 155 beschreibt pharmazeutische Zusammensetzungen, die aus einem osteogenischen Faktor 
und Kollagen als Tragermaterial bestehen. Bei dem osteogenischen Faktor handelt es sich urn ein 
knochenbildendes Protein vom Schwein. 

DemgegenUber ist es Aufgabe der Erfindung, eine therapeutische Zusammensetzung mit einem 
Wachstum stimulierenden Material und einem festen Trager vorzusehen, das dem Stand der Technik 
Uberlegen ist und mit dem insbesondere die Regenerationszeit verkUrzt und das Risiko des Epitheltiefen- 
wachstums verhindert wird. Diese Aufgabe wird erfindungsgemaa durch eine therapeutische Zusammenset- 
zung mit einem Wachstum stimulierenden Material und einem festen Trager gelflst, das durch Wachstum 
stimulierendes Material gekennzeichnet ist, das aus ein Oder mehreren wachstumsfQrdernden (mitogenen) 
Faktoren besteht oder diese umfafit und dadurch erhaltlich ist, dafl man 

- entfettetes Knochenmaterial an Metacarpal und/oder einem Knochengemisch vom Schwein in 
flGssigem Stickstoff kOhlt, 

- in einer Presse zu Knochenpulver einer Partikelgrofie im Bereich von 0,5 bis 2 mm bei der 
Temperatur des flOssigen Stickstoffs zerkleinert, 

- das anfallende Knochenpulver in an sich bekannter Weise mit der wasserigen Losung eines Komplex- 
bildners demineralisiert, 

- die anfallende wMsserige Suspension dialvsiert, 

- ansauert und 

- erhitzt und 

- unlSsliche Bestandteile abzentrifugiert und dafi man zusStzlich den nach Abzentrifugieren anfallenden 
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wSsserigen Oberstand 

- auf sine Chromatographie-Saule (Hydroxylapatit) gibt und mit Guanidimum-Hydrochlond 
(beispi Isweise einstufig) eluiert und danach gegebenenfalls 

- das Eluat auf eine Gelfiltrationssaule gibt und unter Hochsalzbedingungen (beispielsweise 4 M 
5 Quanidinium-Hydrochlorid) im Molekulargewichtsbereiczh von etwa 24 ± 8 kD eluiert, wobei das 

Wachstum stimulierende Material folgende Merkmale aufweist: 

(a) das Wachstum stimulierende Material bewirkt eine dosisabhangige Wachstumsstimulierung von 
Fibroblasten, Osteoblast-Voriauferzellen und Chondrozyten aus embryonalem Qewebe des Huhn- 
chens in Monolayer-Zellkulturen; ...... „ 

jo (b) das Wachstum stimulierende Material bewirkt in vitro eine dosisabhangige Wachstumsstimulierung 
von embryonalen Rflhrenknochen des Htlhnchens in Organkultur. wobei es zu einer starken Prolifera- 
tion von Chondrozyten in der Wachstumszone kommt; 

(c) das Wachstum stimulierende Material bewirkt im Mikrotiterplatten-Testsystem keinen gesteigerten 
Einbau von 3H-Thymidin in DNA von Calvaria-Zellen (die histochemisch auf alkalische Phosphatase 

' 6 (^dte^rSle (a) und/oder (b) bleiben bei einer Temperatur von 55 bis 75 * C fur wenigstens 15 

(e7dte h 2male (a) und/oder (b) bleiben bei einem pH von etwa 3 und etwa 10 fOr wenigstens 20 

2 o m'dafwachstum stimulierende Material ist auf einer Gelfiltrationssaule unter Hochsalzbedingungen 

(beispielsweise etwa 4 H Guanidinium-Hydrochlorid) in einem Molekulargewichtsbereich von 24 ± 8 

kD GlulQrbar* 

(g) das Wachstum stimulierende Material ISuft durch eine Kupfer-ll-sulfat-Chelat-Saule. ohne adsor- 
biert zu werden, wobei sich die spezifische AktivitSt urn das 5- bis 20-fache anreichern kann; 
as (h) das Wachstum stimulierende Material liBt sich bei der Hochleistungs-ROssig-Chromatograph.e 

(HPLC) an einer Umkehrphase-S8ule blnden und mit einem Acetonitril-Wasser-Gemisch be. einem 
Acetonitrilgehalt im Berelch von 10 bis 45 % (Volumenbasls) eluieren. 
Aufgabe des erfindungsgemaB vorgesehenen TrSgers ist es. das Wachstum stimulierende Material zu 
binden. urn ein Ausschwemmen aus dem Applikationsbereich zu verhmdem. 
30 Beispiele fQr erfindungsgemaB verwendbare Mger sind teilweise bis ga nz tG ^ 9 ^™®*- 
insbesondere Hydroxylapatit (HAP). Trikalziumphosphat, Kollagen und Kunststoffe. ^ 
keH des TrMgers kann die erfindungsgemafle therapeutische Zusammensetzung /PP katonsbere^h 
schwinden. wahrend sich der Knochen unter der Einwirkung des Wachstum stomuherenden Matenals weder 

3S ^Bei'der erfindungsgemaBen therapeutische Zusammensetzung kann das Verhaitnis Wachstum stimulie- 
rendes Material : fester Trager = 1:1000 bis 1:200.000 (VolumemGewicht) betragen. 

^e eSngsgemate therapeutische Zusammensetzung kann zur AuffOHung und beschleumgten 
Heilung von Knochendefekten mit Hohlraumbildung oder fur Parodontitis vorgesehen se.n. 

Eine weitere Aufgabe der Erfindung ist es. ein Wachstum stimulierendes Matenal fOr d.e erfindungsge- 
40 mace therapeutische Zusammensetzung vorzusehen. 

Diese Aufgabe wird nun durch ein Wachstum stimulierendes Material gelQst, bestehend aus oder 
umfassend ein oder mehrere wachstumsfBrdemde (mitogene) Faktoren. das durch die vorstehend angefuhr- 
ten Maflnahmen erhaltlich und durch die vorstehend angefilhrten Merkmale gekennzeichnet ist. 

Dabei kann die Anreicherung des Wachstum stimulierenden Materials dadurch tlberwachbar sein. dafl 
45 man dt J Bnbau Zi MM Thymidin in die Gesamt-DNA von Osteoblast-Voriauferzellen und/oder 
Chondrozyten auf Mikrotiterplatten testet. . . a . . t 

FerneTbetrifft die Erfindung ein Verfahren zur Gewlnnung des Wachstum tfmu M « Matenals mit 
den vorstehend angefUhrten Maflnahmen. An diese MaBnahmen kSnnen sich zusatzlich die MaBnahmen zur 
Oberwachung der Anreicherung anschlieBen. 



50 



Mikrotiterplatten-Testsystem 



Das erfindungsg maee Wachstum stimulierende Material wird in einem optimierten und in bezug auf 
die Zellernte automatisierten Testsystem in Mikrotiterplatten getestet. Dieses T stsystem s.eht folgende 
55 Maflnahmen vor^ ^ 3H _ markiertern Thymidin jn dje Qesamt . DNA wn Osteoblasten-Voriauferzellen wird 
nach Ausplattieren dieser Osteoblasten-Voriauferzellen auf Mikrotiterplatten ohne I Med.enwechsel be 
einer Konzentration an foetalem Kaiberserum (FCS) durchgefUhrt. die kleiner als 0.5 % (Volumenbasis) 
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ist. 

(b) Die Zelldichte von Osteoblasten-Vor&uferzellen, die mit einer Steigerung des Einbaus von 3 H- 
Thymidin in die Gesamt-DNA auf die Zugabe des erfindungsgemMtfen Wachstum stimulierenden 
Materials mit den Wirkungen und Eigenschaften gem3J3 Anspruch 7 reagieren, liegt im Bereich zwischen 
2 500 bis 15 000 Zellen pro Mikrotiterloch (6 mm Durchmesser) Im Zeitpunkt des Ausplattierens. 

(c) Die maximale Antwort (Einbau von 3 H-Thymidin in die Gesamt-DNA nach Zugabe des erfindungsge- 
maflen Wachstum stimulierenden Materials mit den Wirkungen und Eigenschaften gemS0 Anspruch 7) 
wird bei einer Zelldichte von 5 000 Osteoblasten-VorlMuferzellen pro Mikrotiterloch (6 mm Durchmesser) 
im Zeitpunkt des Ausplattierens und nach einem Wachstum dieser Osteoblasten-Vorlauferzellen von 4 
Tagen und bei einer Inkubation von 16 bis 22 h verzeichnet. 

(d) Der Einbau von 3 H-Thymidin in die Gesamt-DNA nach Zugabe des Wachstum stimulierenden 
Materials gemS/J der Erfindung mit den Wirkungen und Eigenschaften gematf Anspruch 7 wird bei 
Chondrozyten in Mikrotiterplatten (6 mm Durchmesser pro Mikrotiterloch) bei einer FCS-Konzentration 
kieiner 0,5 % (Volumenbasis) bei einer Zellkonzentration von 1 250 bis 10 000 Chondrozyten pro 
Mikrotiterloch im Zeitpunkt des Ausplattierens am ersten, zweiten und dritten Tag nach dem Ausplattie- 
ren gesteigert. 

(e) Der Einbau von 3 H-Thymidin in die Gesamt-DNA von adhSrenten Zellkulturen in MikrotiterlSchern 
wird durch folgende Methode erreicht Die adhSrenten Zellkulturen werden nach Entfernung des 
radioaktiven Mediums und nach den WaschvorgSngen in den MikrotiterlSchern iysiert. Danach wird die 
Gesamt-DNA in den Mikrotiterldchern sauer gefallt. Die gefallte Gesamt-DNA und die in ihr enthaltene 
Radioaktivitat ( 3 H-Thymidin) werden simultan aus mehreren MikrotiterlQchern mit Hiife eines automati- 
schen Zellerntegerats auf Rlterpapier GberfUhrt Danach wird die Einbaurate bestimmt. 

Nachstehend wird die Erfindung durch Beispiele naher erlautert. 

Beispiel 1 

50 kg Knochenmaterial vom Schwein wurden bei + 4 °C von-Haut, Fleisch und Fett befreit, in 
fiOssigem N2 abgekQhlt und bei - 20 * C gelagert. Das Knochenmaterial wurde unter KUhlung mit fiOssigem 
N 2 mit der Presseneinrichtung gepreBt, und es ergaben sich 10 kg Gesamtausbeute an Knochenpulver mit 
einer Partikelgrofle von 0,5 bis 2 mm Durchmesser. 

1 kg Knochenpulver wurde 2 Wochen in Dialyseschlauchen gegen 10 % EDTA (GewichWoIumen) 
dialysiert und die DialyselSsung zwei Mai gewechselt. Danach wurde die uberstehende Losung in den 
Dialyseschlauchen zusammen mit dem unloslichen Ruckstand im Starmix homogenisiert. Die Suspension 
wurde zwei Mai abzentrifuglert, das Pellet jeweils verworfen und der Oberstand fGr 15 min auf 75 * C erhitzt 
Das ausfallende Protein wurde durch Zentrifugation entfernt, der Oberstand mit 1 N HCI auf pH = 3,0 fOr 20 
min gebracht Das ausfallende Protein wurde wiederum durch Zentrifugation entfernt, der Oberstand mit 1 N 
NaOH auf pH = 7,2 gebracht. Danach erfolgte Dialyse gegen 25 mM Phosphat-Puffer, pH = 7,2. Es 
ergaben sich 780 ml Rohextrakt a 218/ug/ml Proteingehalt = 170 mg Gesamtprotein. Dieser Rohextrakt 
wurde auf eine Hydroxylapatit-Saule mit 5 cm Durchmesser und 30 cm HShe aufgetragen und mit 25 mM 
Phosphatpuffer (2 1) und mit 380 ml eines steigenden Gradienten von 25 mM Phosphat bis 100 mM 
Phosphat gewaschen. Danach erfolgte Eiution mit 4 M Guanidinium-HCI. Die aktiven Fraktionen der Elution 
mit 4 M Guanidinium-HCI wurden gepoolt, gegen 4 M Guanidinium-HCI dialysiert und auf eine Gelfiitrations- 
Saule mit 4 M Guanidinium-HCI als Fliei5mittel aufgetragen, die vorher mit Standardproteinen kalibriert 
worden war. Von dieser GeifiitrationssSuie eluierten die aktiven Fraktionen im Molekulargewichtsbereich von 
24 ± 8 kD. Die aktiven Fraktionen der Hydroxylapatit-Saule und der Gelfiltrations-SMule wurden gegen 25 
mM Phosphatpuffer dialysiert. Von den einzelnen Reinigungsstufen wurde die dosisabh&ngige Steigerung 
des Einbaus von 3 H-Thymidin in DNA von Osteoblast-VorlSuferzeilen bestimmt Eine Unit wurde definiert ais 
Proteinkonzentration, bei der die halbmaximale Stimulierung dieser Zellen im Einbau von 3 H- Thymidin 
stattfindet. Es ergaben sich folgende Werte: 





spez. Aktivitat (Units/ug) 


Gesamt-Units 


Gesamt-Protein (u.g) 


Anr icherung 


Rohextrakt 


13 


2.210.000 


170.000 


1 


Hydroxylapatit 


500 


1.547.000 


3.094 


38 


Gelfiltration 


3.300 


330.000 


100 


254 



Beispiele 2 und 3 und Vergleichsbeispiele 1 bis 2 
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Im Tlerexperiment wurde belm Hund unter Narkose der Knochen im Unterkleferbereich durch Prepara- 
tion eines Mucoperiostlappens freigelegt Danach wurden mit einem normierten innengekOhlten Implantat- 
bohrer definierte BohrlScher (Durchmesser 2,8 mm, Tiefe 5 mm) angelegt. Diese Bohriocher wurden mrt 
einer Zubereitung aus Hydroxylapatit, Wachstum stimulierendem Material gemaB Beispiel 1 oder Kochsalz 
mit den angegebenen Mengen folgendermaBen gefQIlt: 



Beispiel Zubereitung 



TO 



HAP Wachstum NaCl 

(Gew.- stimul. (Gew.- 

teile) Material telle) 

(Vol.- 

teile) 



) J 50 0 



2 250 x 10 

3 



250 x 10 3 50 0 



20 



25 



Vergleichs- 
beispiel 



1 



250 x 10 3 0 50 



P o 0 0 Bohr- 

2 loch 

bleibt 

so offen 



Nach acht Wochen war das Bohrloch in den Beispielen 2 und 3 sowie .m Vergle.chsbe.sp.el 2 
35 vollstSndig verschlossen. wahrend im Vergleichsbeispiel 1 im oberen Bereich nur e.ne knocheme Regene- 
ration mit Ausnahme des zentralen Drittels stattgefunden hatte. Daraus kann man schl.eSen. daB das 
^ stimulierendes Material bei den Beispielen 2 und 3 eine Verbesserung der Knochenneub.ldung 
im Vergleich mit Vergleichsbeispiel 1 bewirkte. 

40 Beispiele 4 und 5 und Vergleichsbelspiele 3 bis 4 

Beispiele 2 und 3 und Vergleichsbelspiele 1 und 2 wurden wiederholt, wobei die Auswertung nach drei 

W °Tn 6 Be 9 Sr4 wies das Bohrloch im oberen Bereich und basal bis zur Halfte (unter Integration der 
perlpheren Zubereitungs-Partikel) eine spongiSse lamellSre Knochenneubildung auf. 

fm Beispiel 5 ergab sich im oberen Bereich des Bohrlochs im aufleren Dnttel b,s zur Halfte e,ne 
lamellSre Knochenneubildung unter Integration der Zubereitungs-Partikel und basal erne fast >^and.ge 
AusfOllung des gesamten Bohrlochs mit KnochenbaMkchen unter Integration der Zubere.tungs-Part.kel. 

TvJ^ 3 war im oberen Bereich des Bohrlochs in der halben Zirkumferenz im aufleren 
Drittel eine Knochenneubildung zu beobachten. ohne daB die z «"9 8 ^^^ 
wurde eine Knochenneubildung in der aufleren Halfte unter teilwelser Bnbeziehung der Zuberertungs 
Partikel ermittelt, die zentral bindegeweblg eingescheidet waren. tinUBtSnf >\ n 
Im Vergleichsbeispiel 4 fUllten neugebildete KnochenbSlkchen das Bohrloch einer Probe fast vollstand.g 
und das Bohrloch einer anderen Probe bis auf das zerrtrale Drittel aus. 



45 



50 



55 
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Patentanspriiche 

75 1. Therapeutische Zusammensetzung mit einem Wachstum stimulierenden Material und einem festen 
TrSger, gekennzelchnet durch Wachstum stimuiierendes Material, bestehend aus oder umfassend ein 
oder mehrere wachstumsfordernde (mitogene) Faktoren und dadurch erhMltlich, 6aB man 

- entfettetes Knochenmaterial aus Metacarpalia und/oder einem Knochengemisch vom Schwein in 
20 flQssigem Stickstoff kOhtt, 

- in einer Presse zu Knochenpulver einer Partikelgrofle im Bereich von 0,5 bis 2 mm bei der 
Temperatur des flQssigen Stickstoffs zerkleinert, 

- das anfallende Knochenpulver in an sich bekannter Weise mit der wSsserigen LQsung eines 
Komplexbildners demineralisiert, 

25 - die anfallende wasserige Suspension dialysiert, 

- ansauert und 

- erhitzt und 

- uniSsliche Bestandteiie abzentrifugiert und 

30 da/3 man zusatzlich den nach Abzentrifugieren anfallenden wasserigen Oberstand 

- auf eine Chromatographie-SSule (Hydroxyiapatit) gibt und mit Guanidinium-Hydrochiorid 
(beispielsweise einstufig) eluiert und danach gegebenenfalls 

- das Eluat auf eine Gelfiltrationss3ule gibt und unter Hochsaizbedingungen (beispielsweise 4 M 
35 Guanidinium-Hydrochiorid) im Molekulargewichtsbereich von 24 ± 8 kD eluiert, wobei das Wachs- 
tum stimulierende Material folgende Merkmale aufweist: 

(a) das Wachstum stimulierende Material bewirkt eine dosisabhSngige Wachstumsstimulierung 
von Fibroblasten, Osteoblast-VorlSuferzelien und Chondrozyten aus embryonalem Gewebe des 
HOhnchens in Monoiayer-Zelikulturen; 
4o (b) das Wachstum stimulierende Material bewirkt in vitro eine dosisabhangige Wachstumsstimu- 

lierung von embryonalen Rohrenknochen des HOhnchens in Organkultur, wobei es zu einer 
starken Proliferation von Chondrozyten in der Wachstumszone kommt; 

(c) das Wachstum stimulierende Material bewirkt im Mikrotiterplatten-Testsystem keinen gestei- 
gerten Einbau von 3 H-Thymidin in DNA von Calvaria-Zellen (die histochemisch auf alkalische 

4$ Phosphatase anfSrbbar sind); 

(d) die Merkmale (a) und/oder (b) bieiben bei einer Temperatur von 55 bis 75 * C fUr wenigstens 
15 min erhaiten; 

(e) die Merkmale (a) und/oder (b) bieiben bei einem pH von etwa 3 und etwa 10 fUr wenigstens 
20 mln erhaiten; 

so (f) das Wachstum stimulierende Material ist auf einer GelfiltrationssSule unter Hochsaizbedingun- 

gen (beispielsweise etwa 4 M Guanidinium-Hydrochiorid) in einem Molekulargewichtsbereich von 
24 ± 8 kD eluierbar; 

(g) das Wachstum stimulierende Material IStuft durch eine Kupfer-ll-suifat-Chelat-SSule, ohne 
adsorbiert zu werden, wobei sich die spezifische AktivHSt urn das 5- bis 20-fache anreichem 

55 kann; 

(h) das Wachstum stimulierende Material ISfit sich bei der Hochleistungs-FlUssig-Chromatogr- 
aphie (HPLC) an einer Umkehrphase-SSule binden und mit einem Acetonitril-Wasser-Gemisch bei 
einem Acetonitrilgehalt im Bereich von 10 bis 45 % (Voiumenbasis) eluieren. 
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Z Therapeutische Zusammensetzung nach Anspruch 1, gekennzelchnet durch einen teiiweise bis ganz 
resorbierbaren TrSger, beispielsweise Hydroxylapatit, Trikalziumphosphat, Kollagen Oder Kunststoff. 

3. Therapeutische Zusammensetzung nach einem der vorhergehenden AnsprQche, gekennzelchnet 
durch ein VerhSItnis Wachstum stimulierendes Material : fester TrSger = 1:1000 bis 1:200.000 
(Volumen:Gewicht). 

4. Therapeutische Zusammensetzung nach einem der vorhergehenden Ansprilche zur AuffQIIung und 
beschleunigten Heilung von Knochendefekten mit Hohlraumbildung. 

5. Therapeutische Zusammensetzung nach einem der vorhergehenden AnsprQche fUr Parodontics. 

6. Wachstum stimulierendes Material, bestehend aus oder umfassend ein oder mehrere wachstumsfSr- 
demde (mitogene) Faktoren und erhaltlich nach den VerfahrensmaBnahmen gemSB Anspruch 1 und mit 
den Merkmalen gemSfi Anspruch 1. 

7. Verfahren zur Gewinnung des Wachstum stimulierenden Materials gemafl Anspruch 6, dadurch ge- 
kennzelchnet daU man 

- entfettetes Knochenmaterial aus Metacarpal und/oder einem Knochengemisch vom Schwein in 
flUssigem Stickstoff kUhlt, 

- in einer Presse zu Knochenpulver einer Partikelgroj3e im Bereich von 0,5 bis 2 mm bei der 
Temperatur des flOssigen Stickstoffs zerkleinert, 

- das anfallende Knochenpulver in an sich bekannter Weise mit der wasserigen Ldsung eines 
Komplexbildners demineraiisiert, 

- die anfallende wasserige Suspension dialysiert, 

- ansSuert und 

- erhitzt und 

- unlSsliche Bestandteile abzentrifugiert und 

daJ3 man zusStzlich den nach Abzentrifugieren anfallenden wMsserigen Oberstand 

- auf eine Chromatographie-saule (Hydroxylapatit) gibt und mit Guanidinium-Hydrochlorid 
(beispielsweise einstufig) eluiert und danach gegebenenfalls 

- das Eluat auf eine Gelfiltrationssaule gibt und unter Hochsalzbedingungen (beispielsweise 4 M 
Guanidinium-Hydrochlorid) im Molekulargewichtsbereich von etwa 24 ± 8 kD eluiert. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzelchnet, dafl man die Anreicherung des Wachstum 
stimulierenden Materials Uberwacht, indem man den Einbau von 3 H-markiertem Thymidin in die 
Gesamt-DNA von Osteoblast-VorlSuferzellen und/oder Chondrozyten auf Mikrotiterplatten testet. 

Claims 

1. Therapeutic composition with a growth-stimulating material and a solid excipient, characterised by 
growth-stimulating materiai consisting of or comprising one or more growth-promoting (mitogenic) 
factors and obtainable by 

- cooling defatted bone material of metacarpal and/or a bone mixture from pig in liquid nitrogen, 

- comminuting in a press to bone powder of a particle size in the range from 0.5 to 2 mm at the 
temperature of liquid nitrogen, 

- demineralising the resulting bone powder in a manner known per se with the aqueous solution of 
a complexing agent, 

- dlalysing the resulting agueous suspension, 

- acidifying and 

- heating and 

- removing insoluble constituents by centrifugation and 

by additionally loading the aqueous supernatant resulting from the centrifugation 

- onto a chromatography column (hydroxyapatite) and eiuting with guanidinium hydrochloride (for 
example in one stage) and then, where appropriate, 
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- loading the eiuate onto a gel filtration column and eluting under high salt conditions (for example 
4 M guanidinium hydrochloride) in the molecular weight range of 24 t 8 kD, where the growth- 
stimulating material has the following features: 

(a) the growth-stimulating material brings about a dose-dependent stimulation of the growth of 
s fibroblasts, osteoblast precursor cells and chondrocytes from embryonic chicken tissue in 

monolayer ceil cultures; 

(b) the growth-stimulating material brings about in vitro a dose-dependent stimulation of the 
growth of embryonic chicken tubular bone in organ culture, there being great proliferation of 
chondrocytes in the growth zone; 

10 (c) the growth-stimulating material brings about in the microtitre plate assay system no increase 

in the incorporation of 3 H-thymidine in DNA of calvarial cells (which can be histochemically 
stained for alkaline phosphatase); 

(d) features (a) and/or (b) are retained for at least 15 min at a temperature of 55 to 75* C; 

(e) features (a) and/or (b) are retained for at least 20 min at a pH of about 3 and about 10; 

75 (f) the growth-stimulating material can be eluted on a gel filtration column under high salt 

conditions (for example about 4 M guanidinium hydrochloride) in a molecular weight range of 24 
t 8kD; 

(g) the growth-stimulating material runs through a copper(ll) sulphate chelate column without 
being adsorbed, it being possible for the specific activity to be concentrated 5- to 20-fold; 
20 (h) the growth-stimulating material can be bound in high performance liquid chromatography 

(HPLC) to a reverse phase column and eluted with an acetonitrile/water mixture at an acetonitriie 
content in the range from 10 to 45% (based on volume). 

2. Therapeutic composition according to Claim 1, characterised by a partially to entirely absorbable 
25 excipient, for example hydroxyapatite, tricalcium phosphate, collagen or synthetic material. 

3. Therapeutic composition according to one of the preceding claims, characterised by a growth- 
stimulating material: solid excipient ratio = 1:1000 to 1:200,000 (volumerweight). 

30 4. Therapeutic composition according to one of the preceding claims for filling in and increasing the rate 
of healing of bone defects with cavity formation. 

5. Therapeutic composition according to one of the preceding claims for periodontitis. 

35 6. Growth-stimulating material, consisting of or comprising one or more growth-promoting (mitogenic) 
factors and obtainable by the process measures according to Claim 1 and with the features according 
to Claim 1 . 

7. Process for obtaining the growth-stimulating material according to Claim 6, characterised in that 
40 - defatted bone material from metacarpal and/or a bone mixture from pig is cooled in liquid 

nitrogen, 

- comminuted in a press to bone powder of a particle size in the range from 0.5 to 2 mm at the 
temperature of liquid nitrogen, 

- the resulting bone powder Is demineralised In a manner known per se with the aqueous solution 
45 of a complexing agent, 

- the resulting aqueous suspension is diaiysed, 

- acidified and 

- heated and 

- insoluble components are removed by centrifugation and 

so in that additionally the aqueous supernatant resulting from the centrifugation 

- is loaded onto a chromatography column (hydroxyapatite) and eluted with guanidinium hydrochlo- 
ride (for example in one stage) and then, where appropriate, 

• the eiuate is loaded onto a gel filtration column and eluted under high salt conditions (for example 
4 M guanidinium hydrochloride) in the molecular weight range of about 24 1 8 kD. 



55 



Process according to Claim 7, characterised in that th concentration of the growth-stimulating material 
is monitored by assaying the incorporation of 3 H-labelled thymidine into the total DNA of osteoblast 
precursor cells and/or chondrocytes on microtitre plates. 
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Revendlcati ns 

1. Composition therapeutique comportant un materiau stimulant la croissance et un support solide. 
earache par un materiau stimulant la croissance constitu6 d'un ou plusieurs facteurs stimulant la 
croissance (mitogenes) ou comprenant ce ou ces facteurs, et pouvant §tre obtenu par le fait que : ^ 

- on refroidit dans de I'azote liquide un materiel osseux degraisse des metacarpiens et/ou d un 
melange d'os de pore, . 

- dans une presse, on broie jusqu'a obtenir une poudre d'os ayant une granulomere de 0,5 a 2 
mm, a la temperature de I'azote liquide, 

- on demoralise la poudre d'os ainsi obtenue, d'une maniere connue en soi, avec la solution 
aqueuse d'un complexant, 

- on dialyse la suspension aqueuse obtenue, 

- on acidifie, et 

- on chauffe, et 

- on s6pare par centrifugatJon les composants insolubles, et que 

- on place en outre le sumageant aqueux obtenu apres separation par centrifugaton sur une 
colonne de chromatographie (hydroxylapatite). et on I'elue (par exemple en une etape) avec du 
chlorhydrate de guanidlnium, puis eventuellement, 

- on place I'eluat sur une colonne de filtration sur gel et, dans des conditions fortement salines (par 
exemple avec du chlorhydrate de guanidinium 4 M), on Slue dans IMntervalle de masses 
moleculaires 24 ± 8 kD le materiau stimulant la croissance ayant les caractSristiques suivantes : 

(a) le materiau stimulant la croissance provoque une stimulation de la croissance, dependant de 
la dose, des fibroblastes. des cellules pnScurseurs d'ostSoblastes et des chondrocytes de tissu 
d'embryon de poulet en cultures cellulalres monocouches ; 

(b) le materiau stimulant la croissance provoque in vitro une stimulation de la croissance, 
dependant de la dose, des os tubulaires d'embryon de poulet en culture d'organe, auquel cas .I 
se produit une forte proliferation de chondrocytes dans la zone de croissance ; ^ 

(c) le materiau stimulant la croissance ne provoque, dans le systeme d'essai a Plaques de 
microtitrage. aucune augmentation de I' incorporation de thymidine tritiee dans I'ADN de cellules 
de la calotte crSnienne (qui peuvent §tre colonies par voie histochimique sur la phosphatase 

(dr'e^caractdristiques ta) et/ou (b) se conservent pendant au moins 15 minutes a une 
temperature de 55 a 75 C 

(e) les caracteristiques (a) et/ou (b)se conservent pendant au moms 20 m.nutes a un pH d environ 

m'lTIISta! 'stimulant la croissance peut etre 6\u6 sur une colonne de filtration sur gel. dans 
des conditions fortement salines (par exemple du chlorhydrate de guanidinium environ 4 M) sur 
un intervalle de masses moleculaires de 24 ± 8 kD ; 

(g) le matSriau stimulant la croissance traverse une colonne de sulfate de cuivre-ll-cheiate sans 
§tre adsorbe J'activit6 speclflque pouvant Stre multiplies 5 a 20 fois; 

(h) le materiau stimulant la croissance peut se fixer lors d'une chromatographie en phase Hquide 
haute performance (HPLC) sur une colonne a phases inverses et etre eiue avec un melange 
d'acetonitrile et d'eau pour une teneur en acetonitrile de 10 a 45 % (en volume). 

2. Composition therapeutique selon la revendicatJon I, caracterisee par un support partJellemenl ; ou 
totalement resorbable, par exemple en hydroxylapatite. phosphate tricalcque, collagene ou matiere 
plastjque. 

3. Composition therapeutique selon I'une des revendications prec6dentes, caract6risee par un rapport du 
materiau stimulant la croissance au support solide de 1:1.000 a 1:200.000 (volume:poids). 

4. Composition therapeutique selon I'une d s r vendlcatlons prec6d ntes, pour combl r et acceier r la 
cicatrisation de defauts osseux avec formation de cavites. 

5. Composition therapeutique selon I'une des revendications prec6dentes. pour la parodontlte. 

6. Materiau stimulant la croissance constitue d'un ou plusieurs facteurs stimulant croissance 
(mitogenes) ou comprenant ce ou ces facteurs. et que Ton peut obtenir par les etapes de proc6de 
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selon la revendication I et les caract6rlstiques de la rev ndication 1. 

Procede pour obtenir le mat£riau stimulant la croissance selon la revendication 6, caractdris4 en ce 
que: 

- on refroidit dans de I'azote liquide un materiel osseux d£graiss£ des m&acarpiens et/ou d'un 
melange d'os de pore, 

- dans une presse, on broie jusqu'S obtenir une poudre d'os ayant une granulomere de 0,5 & 2 
mm, & la temperature de Tazote liquide, 

- on d6min6rall$e la poudre d'os ainsi obtenue, d'une manure connue en soi, avec la solution 
aqueuse d'un complexant, 

- on dialyse la suspension aqueuse obtenue, 

- on acidifie, et 

- on chauffe, et 

- on separe par centrifugation les composants insolubles, et en ce que : 

- on place en outre le sumageant aqueux obtenu apres separation par centrlfugation sur une 
colonne de chromatographie (hydroxylapatite) et on I'glue (par exempie en une etape) avec du 
chlorhydrate de guanidinium, puis eventuellement, 

- on place I'eluat sur une colonne de filtration sur gel et, dans des conditions fortement salines (par 
exempie avec du chlorhydrate de guanidinium 4 M), on elue dans I'lntervalle de masses 
moleculaires d'environ 24 ± 8 kD. 

Proced6 selon la revendication 7, caracterise en ce qu'on surveille I'enrichissement du mat£riau 
stimulant la croissance en 6tudiant sur plaques de microtitrage ^incorporation de thymidine triti£e dans 
TADN total de cellules pr£curseur$ d'osteoblastes et/ou de chondrocytes. 
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